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緒 言
 医薬品や食品添加物の中には,多 くの疎水性物質が
含まれている。 これ らの物質が体内に取 り込まれた場
合,主 に腸管よ り吸収 され循環器系に入 るが,血 清中
では単独に存在せず,い くつかの受容体 と結合 して,
代謝 ・排泄 ・蓄積の機構が形成され ると考えられる。
従 って,こ れ らの疎水性物質の代謝 ・排泄速度は,受
容体 との結合の強さや受容体分子への取 り込みの深 さ
によって影響 されるであろ う。
 サルファ剤に対 しては,主 として血清アルブ ミンが
受容体 として作用すると考 えられているが1)・2),最近,
近藤 ら3)は血清中にはアルブ ミン以外に も受容体が存
在す ることを明 らかに し,そ れが リボ蛋白であること
を示唆 してい る。血液中での疎水性物質 と受容体(球
状蛋白,リ ボ蛋白など)と の相互反応は,主 として疎
水性 自由 エネルギーに 基づ くと考 えられ4)醇8),溶 媒
(水)の 構造変化に由来す るエ ントロピー支配の過程で
あると予想 される。一方,疎 水性分子の受容体分子へ
の取 り込みの深さ及び量は,受 容体分子内部の構造 エ
ントaピ ーによって決まると考えられ る。即 ち,疎 水
領域に疎水性分子が取 り込まれる結果,リ ガン ド量の
増大に伴い,脂 肪鎖の伸長による構造エン トロピーの
減少が起 こり,分 子の合一 ・壊裂な どの物性変化が生
じると予想され る。
 本研究では,疎 水性低分子物質として,脂 質染色剤
として知 られているOil red Oを,ブ タ血清に溶解
させ,血 清中における受容体を同定 し,更 にそれ らの
分子の溶解状態及び取 り込みによって生 じる物性変化
を調べ ることが 目的であ る。
H 実 験 方 法
1.試 料及び試料の調製
 リガ ン ドとしてのOil red O(Azoxylene-4-azo-
2-naphthol)は, CHROMA社 製 を用 い た。 構造式




 血液 は,ブ タ血液 を冷却機 付万能 遠心機(富 永製 作
所,No.4ロ ー ター使用)に て,5℃,8200×g,15
分間遠心分離 し,得 られた上澄 血清 を使用 した。血 清
は,0.02%の 窒化 ナ トリウム及 びEDTA-2Naを含
む よ うに調整 し,保 存 は冷蔵庫 中 で行 った。
 血清 リボ蛋 白の分離 は10),血 清 をNaBrでp=1.1
9g/m4に 調整 後,日 立65P分 離用 超遠 心機(RP-
65TAmタ ー使用)で5℃、126800×g,30時間遠
心 した。採 取 した リボ蛋 白は,5℃ の冷蔵庫 中にて,
TRIS-Glycine Buffer(pH8.3)に 透 析を 行 った。
この場合 も内外 液共 に,0.02%の 窒化 ナ トリウム及び
EDTA-2 Naを 含 む。透 析 チ ュー ブはVisking Cell一
- 24ー





.C， 126800 x gで18時間遠心して浮上した VLDL
を|珠く。残った液を NaClI乙て ρ=1.063g/ms に調
整し， 5 .C， 126800 x gで36時間遠心して LDLを得
る。更に， LDLを取り去った液を p=1.19g/ms に



















いる Oilred 0 の量を求めた。 BSA溶液について
は，人の正常血清蛋白質中のアルブミン含量より算出










































1.19 g/msに NaBrで調整し， 比較の為に未処理の
ものについても同時に測定を行った。使用した超遠心
機は BeckmanSpinco model E で， 20.C， 50740 
r.p.m.で 12mmのシングル又はダブルセクターセ
ルを用いた。












の相対量を測定した。ゲソレP過には， Sepharose 2B， 








図31こは， 過剰の Oilred 0 と共に一定時間イン
キュベートした血清についてゲル、F過を行い，




のカラムにつき 1mA， 30分，細孔ゲ‘ルで、は 2mAと
した。電気泳動後，色素のバンドの部分を切り取り，





































血清に溶解した Oilred 0 
ターン
Oil red 0を過剰に血清に加え， 20.Cでインキ
ュベートしたサンフ。ルを 1ms流した。カラム









/100 msであり 10〉，血清アルブミンが約 5g/lOO me 
である 11)ことを考慮すれば， 前者の Oilred 0 に対
する結合容量が極めて大きいことがわかる。
リポ蛋白が Oilred 0の主な受容体であることは，
Oil red 0 とインキュベートした血清の超遠心 (p=
1.19 g/mのの結果からも明らかである。図4に示し
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Oil red 0 のリポ蛋白及び BSA溶液に対
する溶解
一定量のリポ蛋白溶液(竺3.5%)，4 % BSA/ 










o 10 days 
・1day
Top -Bottom 
血清に溶解した Oilred 0 の遠心後の分布
過剰の Oilred 0 とインキュベー卜した血清
の1日目と10日目について，過剰の色素を東洋
j戸紙 No.2で除いた後， 溶液の密度を NaBr







Oil red 0 を取り込むことによって， リポ蛋白に
図5 リポ蛋白の浮上パターン
リポ蛋白溶液の濃度:1.5% 














図G Oil red 0 とインキュベートしたりポ蛋白
の沈降パターン
上の像:過剰の Oilred 0 とインキュベート
して7日目のリポ蛋白 (1.5%溶液)
下の像:Oil red 0 を含まないリポ蛋白(1.5
%溶液〕
溶媒は TRIS-Glycine Bu妊er(pH 8.3，ρ= 
1.007g/ms)，遠心条件は図5と同じ。











ヰ j邑剰の Oilred 0 とインキュベートして 1日
目及び7日目のサンフ。ル






在することを示唆している。しかし， Oil red 0のリ
ポ蛋白 (VLDL+LDL+ HDL) と BSAに対する溶
解速度曲線の対比からわかるように(図2)， Oil red 
Oは血清アルブミンに速やかに取り込まれ，リポ蛋白
へ取り込まれる量は多いが， 溶解速度は遅い。従っ











一旦リポ蛋自に取り込まれた Oilred 0 が， どの
ような速度で他のリポ蛋自に移行するかを調ぺる為
に，予め Oilred 0 で飽和した HDL又は LDLを




Oil red 0 の LDL・HDL聞の分配交換速度
15分 0.146 
LDL HDL 




Oil red 0飽和によって LDLは沈降速度定数が変
化するが， HDLは全く変化を受けない。 リポ蛋白の
疎水領域は一種の液晶構造をとっていると考えられる
が18〉，おそらく， Oil red 0の取り込みの深さ及び量
は液晶構造の度合に依存すると考えられる。
場合は， Oil red 0を取り込むことによって，沈降速





D*は Oilred 0で飽和された LDLの沈降定数及び
拡散定数を示す。)この式と Einsteinの式m，
RT/ND (f :摩擦係数， R:気体定数， N:アボガ
ドロ定数)及び Stokesの式的， f=6例 r(η:溶媒
の粘度， r:球状高分子の半径)と組み合わせると，
S*/S=r/げが得られる。この式によれば， Oil red 0 
を飽和まで取り込むことによって LDLの半径は約






























上のカラムは， LDLに Oilred 0 を飽和させた
もの (0.46%，S = 3 X 1O-5g/g)に未処理の HDL
(0.42%)を等量混和後， 経時的にゲル電気泳動を
行い， 濃度分布を定量したもの。下のカラムは，











ーを定量的に計算することは可能であるが， Oil red 
Oの血清の受容体(主としてリポ蛋白)への溶解が水
に対する溶解度 (200Cで 4X 1O-4g/ mf!)を大きく上





















支配の過程である。更に， HDLは Oilred 0を取
り込むことにより全く変化がないが， LDLは沈降定
数が7.1Sから 7.7Sに増加し， Stokes半径が約 0.9
倍に小さくなる。叉， Oil red 0 の HDL及び LDL






1) Davis， B.P. : J.Clin. Invest.， 22， 753 (1943) 
食物学会誌・第33号
2) Klotz， I.M. : The Proteins， 1， 758 (1953) 
3)近藤和子:京都女子大学食物学科卒業論文(昭和
50年度)
4) Nemethy， G.， Scheraga， H.A. : J. Chem. 
Phys.， 36， 3382.，34ω(1962) 
5) Nemethy， G.， Scheraga， H. A. : J. Chem. 
Phys.， 36， 3401""""3417 (1962) 
6) Nemethy， G.， Scheraga， H. A. : J. Chem. 
Phys.， 66， 1773""""1789 (1962) 
7) Janado， M.， Shimada， K.， Horie， N.， Nishida， 
T. : J.Biochem.， Vol. 1. 80， No.1. (1976) 
8) Janado， M.， Shimada， K.， Nishida， T.: J. 
Biochem.， 79， 513 (1976) 
9)清水勲，油化学， 17， 35 (1968) 
10) Janado， 1¥.， Martin， W.G.， Cook， W. H. : 
Can. J.Biochem.， 44， 201 (1966) 
11)医学大事典，南山堂， p. 587 (1978) 
12)青木幸一郎，中埜栄三，大井優一:電気泳動実験
法，麿川書庖， p. 144 (1966) 
13)謝名堂昌信，西田敏郎:蛋白質核酸酵素， 21， 
184""""191 (1976) 
14) Svedberg， T. : Kolloid -Z.， 36， Erg. -Bd. 53 
(1925) 
15) Einstein， A. : Ann. Physik.， 17， 549 (1905) 
16) Stokes， G. G. : Trans. Cambridge. Phil. Soc.， 
9， Part 1， 8 (1856) 
